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摘 要：本研究通过正交试验优选了紫花苜蓿中芦丁的提取工艺，以510nm最大吸光度进行可见光谱检测，测

定芦丁含量，并对两种供试菌进行了体外抑菌活性测定。结果表明，通过单因素试验确定的各因素影响能力大

小为：料液比>乙醇浓度>超声提取时间，含量最高为10.04mg/g；大肠埃希氏杆菌的MIC为0.40mg/mL，金黄色

葡萄球菌的MIC为0.70mg/mL。
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紫花苜蓿（Medicago.sativa）为多年生的草本植

物，其主根较长、多分枝，茎常直立，几乎无毛，株

高一般30～100cm，主要分布在甘肃、青海、新疆、宁

夏、内蒙古等地[1]，营养价值丰富，粗蛋白含量通常在

22%左右，含有20多种氨基酸[2~4]。紫花苜蓿中芦丁含量

较高，芦丁具有滋补强壮、健脾胃、调经活血等功效，

可治疗瘦弱、脾胃不和、气血两亏、月经不调、消化不

良、腰腹疼痛等病症[5~7]，还可以清除自由基，有效抑制

肾上腺素的氧化，降低LDL和过氧化物的浓度[8,9]，降低

心肌梗塞和动脉粥样硬化的发病率及死亡率[10~12]。

本研究通过正交试验优选了紫花苜蓿中芦丁的提取

工艺，最终得出最佳提取方案。在提取过程中，采用了

超声辅助法，因为超声辅助法与单纯的提取法相比，具

有效率高、产品易于纯化和产品活性高的优点。本研究

还对提取的芦丁进行了体外抑菌测定，旨在为天然绿色

药材的培育及开发提供一定的借鉴。

1 材料与方法

1.1 原料

紫花苜蓿采自甘肃农业大学植物园，风干、粉碎后

储存备用。

1.2 试剂 

芦丁对照品（国药集团，批号：F20051222，规

格：50g）；氢氧化钠、亚硝酸钠、95%乙醇、氯化铝

等试剂均为国产或进口分析纯。

1.3 培养基及菌种 

普通肉汤培养基（按标准配制方法配制，分装，灭

菌，备用）。大肠埃希氏杆菌（Escherichia.coli）、金

黄色葡萄球菌（Staphylococcus.aureus）为甘肃农业

大学动物医学院保存的标准菌株。

1.4 芦丁标准工作曲线的绘制

准确称取0.1004g芦丁标准品，溶解后移入50mL

容量瓶中，定容、摇匀，稀释3倍，得到质量浓度

为0.67g/L的芦丁标准溶液。分别移取芦丁标准溶液

2.0、4.0、6.0、8.0、10.0、12.0和14.0mL置于50mL

容量瓶中，加入5%NaNO2溶液5.0mL，6min后加入

1%Al(NO3)3溶液10.0mL，6min后加入4%NaOH溶液

20.0mL，15min后定容、摇匀，得到相应浓度的梯度

溶液，以双重蒸馏水为参比，在510nm处测定其吸光度

值，绘制浓度-吸光值标准曲线。

1.5 紫花苜蓿中芦丁的提取及测定

选取乙醇浓度、料液比、超声提取时间三个因素，

以L9(3
3)正交表进行试验设计。准确称取紫花苜蓿粉末

10.0g，转移至500mL的烧杯中，并加入相应浓度和体

积的乙醇，在室温下浸泡5h，封口静置。在300W功率

下，超声处理不同的时间，超声结束后，减压抽滤得提
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取液，将提取液转入旋转蒸发仪，减压浓缩至无醇味，

将浓缩液转入锥形瓶，加入0.02g活性炭脱色，摇匀，

封口，静置过夜，抽滤，将滤液按编号装入50mL容量

瓶，定容，静置待测定。以芦丁为标准品，将样液用亚

硝酸钠-硝酸铝显色法处理后，在510nm处测定吸光度

值，对照标准曲线，计算紫花苜蓿中芦丁的含量[13]。选

取乙醇浓度、料液比、超声提取时间三个因素，以L9(3
3)

正交表进行试验设计，用以优化紫花苜蓿中芦丁提取的

工艺，并以最佳工艺为提取条件，进行3次平行提取试

验，以检测最佳工艺的稳定性。

1.6  抑菌试验

用普通肉汤培养基培养大肠杆菌和金黄色葡萄球

菌。两种供试菌接种于平皿培养基，接种后置于37℃恒

温培养箱中培养24h，待菌种复壮以后，用无菌生理盐

水将培养后的菌液进行稀释，与0.5麦氏比浊管进行比

对，使菌液的浓度大约为1.5×108CFU/mL，放入超净

台中，备用。挑选典型菌落，重新接种于液体培养基，

37℃培养36h。倍比稀释紫花苜蓿的芦丁提取液，制备

系列浓度稀释液，然后用无菌吸管按培养皿所标计量，

将稀释液分别定量加入到无菌培养皿中，用移液管分别

吸取定量待试菌液，涂于平板上培养，然后观测，完全

没有菌落生长的芦丁提取液的最低浓度为最小抗菌浓度

（MIC）；未加药品的为空白。

2 结果

2.1 纯品芦丁标准曲线　

以标准品芦丁质量浓度梯度溶液的浓度为横坐标，以

在510nm处测定的吸光值为纵坐标，绘制标准曲线，得回

归方程：Y=3.9321X+0.0015，R2=0.9998(n=7)。由曲线

可知，在0.02～0.20mg/mL范围内呈良好的线性关系。

2.2 芦丁提取试验

按照试验设计进行正交试验，每组重复三次，其结

果见表1~3。

表1  正交提取试验因素水平表

水
平

因素

乙醇浓度( %)
A

料液比( g/mL)
B

超声时间 (min)
C

1 30 1:15 20

2 55 1:30 50

3 80 1:45 80

表2  正交提取试验结果

试验编号 A B C 提取率(mg/g)

1 30 1:15 20 9.01

2 55 1:15 50 6.69

3 80 1:15 80 7.81

4 30 1:30 50 9.07

5 55 1:30 80 9.81

6 80 1:30 20 7.91

7 30 1:45 80 10.04

8 55 1:45 20 9.74

9 80 1:45 50 9.78

K1 28.12 23.51 26.66  

K2 26.24 26.79 25.54

K3 25.59 29.56 27.66 

R 2.53 6.05 2.12

表3  正交提取试验方差分析表

误差来源 df SS S2 P

乙醇浓度 2 0.002 0.001 ＜0.05

料液比 2 0.002 0.001 ＜0.05

超声时间 2 0.000 0.000 ＜0.05

误差 2 0.000 0.000

从表2~3可知，K3A<K2A<K1A、K1B<K2B<K3B、

K2C<K1C<K3C，三个因素P＜0.05；极差分析可知，

R2＞R1＞R3，即影响紫花苜蓿中芦丁得率的因素是料液

比>乙醇浓度>超声提取时间。所以最佳提取工艺为：

液料比1:45，乙醇浓度30%，超声提取时间80min。

在该工艺下，从紫花苜蓿中提取芦丁含量最高，为

10.040mg/g。以最佳工艺为提取条件，进行3次平行提

取试验，以检测稳定性，测定结果分别为10.141mg/g、

10.013mg/g、10.029mg/g，平均值为10.061mg/g，与

理论值的误差为0.209%，这表明该试验设计及提取工艺

条件是可靠的，能够较好地预测实际紫花苜蓿中芦丁。

2.3 抑菌试验

表4  芦丁MIC的测定结果

供试菌 n
不同浓度芦丁溶液的MIC

0.20 0.30 0.40 0.50 0.60 0.70 0.80 对照组

大肠埃希
氏杆菌

3 +++ ++ - - - - - +++

金黄色
葡萄球菌

3 +++ ++ ++ + + - - +++

注：表中数据为3次重复实验的平均值。（“+”表示有菌生长；“++”表示
细菌生长较茂盛；“+++”表示细菌生长茂盛；“-”表示无菌生长。）

从表4可知，紫花苜蓿中芦丁提取液对大肠埃希氏

杆菌的最小抑菌浓度为0.40mg/mL，对金黄色葡萄球菌

的最小抑菌浓度为0.70mg/mL，对两种供试菌的抑制作

用较为显著。
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3 讨论

超声波产生的空化作用可提高溶剂分子的运动速

度，增强分子的穿透力，从而加速植物有效成分的提

取，再配合索氏回流法，则能更为充分地提取紫花苜蓿

中的芦丁。苜蓿作为黄酮类化合物（芦丁）的来源，具

有下列优势[14,15]：（1）与传统草药相比，苜蓿是大田

作物，适宜大规模种植，具有资源丰富、价格低廉等优

势；（2）将苜蓿提取物加工后作为饲料添加剂应用，

具有安全、环保的特点；（3）把苜蓿黄酮类化合物

（芦丁）等活性成分的产品加入到草业产业链中，不但

提升了苜蓿的经济附加值，而且还可以延长产业链，提

升产业层次；（4）将苜蓿黄酮类化合物（芦丁）等活

性成分开发成苜蓿黄酮系列保健产品或药品，生产含有

苜蓿黄酮（芦丁）的日常食品，将有广阔的前景。

本研究的正交提取试验表明，超声提取时间、料液

比和乙醇浓度3个因素对紫花苜蓿中芦丁的提取率具有

显著影响。3个因素的影响主次为料液比>乙醇浓度>超

声提取时间。最佳提取工艺为：液料比1:45，乙醇浓度

30%，超声提取时间80min。在该工艺下，紫花苜蓿中

所提取的芦丁含量最高，为10.040mg/g。并且该工艺

模型和提取工艺条件是可靠的，能够较好地预测实际紫

花苜蓿中芦丁的含量。

由于紫花苜蓿提取液多为悬浊液，成分较为复杂，

且颜色较深，在做抑菌试验时，加入适量的葡萄糖和

品红试剂，可以较为容易地看出来最小的抑菌浓度颜

色变化，进而方便计算最小抑菌浓度。体外抑菌试验

表明，紫花苜蓿芦丁提取液对大肠埃希氏杆菌的MIC为

0.40mg/mL，对金黄色葡萄球菌的MIC为0.70mg/mL，

抑菌效果较为明显。本试验为进一步研究和开发我国紫

花苜蓿药物成分及药理作用提供了参考。
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Study on Extraction and Antibacterial of Rutin from Alfalfa

ZHAO Qiang1, ZHAO Hai-fu2

(1.Northwest Plateau Institute of Biology, The Chinese Academy of Sciences, Xining 810001;
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Abstract: The extraction method of rutin from alfalfa was selected through an orthogonal test, the content 
determination of rutin was test 510 nm maximum spectrophotometry visible spectrum and the antibacterial activity 
for	two	selected	bacteria	in	vitro	was	determination.	The	results	showed	that	the	order	for	the	influence	of	various	
factors was Liquid to solid ratio > Ethanol concentration > Ultrasonic extraction time, the highest content was 10.04 
mg/g, the MIC for E.coli and S.aureus were 0.40 mg/mL and 0.70 mg/mL respectively.
Key words: Alfalfa; Rutin; Antibacterial 


